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Unser Zeichen: 7865 



Epothi londeri vate und deren Verwendung 



Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein 
Epothi londerivate und deren Verwendung zur Herstellung von 
Arzneimi tteln. Insbesondere betrifft die vorliegende 
Erfindung die Herstellung der Epothi londeri vate der 
nachfolgend dargestel 1 ten allgemeinen Formeln 1 bis 7 sowie 
deren Verwendung zur Herstellung von t herapeut i schen Mi tteln 
und Mi tteln fur den Pf lanzenschutz . 
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In den vorstehenclen Formeln 1 bis 7 bedeuten: 
R = H, Ci- bis C4-Alky1 ; 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 - = H, Ci- bis Ce-Alkyl, 

Ci- bis C 6-Acyl -Benzoyl , 
Ci- bis C4-Tria1 kylsi lyl , 
Benzyl ( 
Phenyl , 

Ci- bis Ce-Alkoxy-, 
Ce-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substi tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R 1 bis R 5 zu der Gruppierung 
-(CH2)n- mi t n = 1 bis 6 zusamment reten konnen und es sich 
bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 

In der Forme! 1 sind X und Y entweder gleich oder verschieden 
und stehen jeweils fur Halogen, OH, 0-(Ci- bis Ce)-Acyl, 
0-(Ci- bis CeJ-Alkyl, O-Benzoyl . 

In der Formel 3 steht X allgemein fur -C(O)-, -C(S)-, -S(O)-, 
-CR 1 R 2 -, wobei R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben 
angegeben, und -SiR2, wobei R die Bedeutung hat wie obeh 
angegeben . 

In der Formel 4 bedeutet X Sauerstoff , NOR 3 , N-NR 4 R 5 , und N- 
NHCONR 4 R 5 , wobei die Reste R 3 bis R 5 die oben angegebene 
Bedeutung haben. 

In der Formel 5 bedeutet X Wasserstoff, Ci- bis Cia-Alkyl, 
Ci- bis Cis-Acyl, Benzyl, Benzoyl und Cinnamoyl. 

Verbindungen gemaS der allgemeinen Formel 1 sind ausgehend 
von Epothilon A und B sowie von deren 3-0- und/oder 7-0- 
geschutzten Derivaten durch Offnung des 1 2 , 1 3-Epoxi ds 
zuganglich. Werden dazu Hydrogenwasserstof f sauren in einem 
bevorzugt nicht wassrigen Losungsmi t tel eingesetzt, wobei man 



die Halogenhydrine X = Hal, Y = OH und Y = OH, Y = Hal 
erhalt. Protonensauren wie z.B. Tol uol sul f onsaure und 
Tri f 1 uoressi gsaure fuhren in Gegenwart von Wasser zu 12,13- 
Diolen, die anschlieBend nach Standardverf ahren acyliert 
(z.B. mi t Carbonsaureanhydriden und Pyridin oder 
Triethylamin/DMAP) oder alkyliert ( Al kyl halogenide und 
Silberoxid) werden. Die 3- und 7-Hydroxygruppen konnen dazu 
vorubergehend als Formiat (Abspaltung mit NH 3/MeOH) oder p- 
Methoxybenzyl ether (Abspaltung mit DDQ) geschutzt werden. 

Verbindungen gemaQ der allgemeinen Formel 2 sind aus 
Epothilon A und B sowie deren 3-0- und/oder 7-0-geschutz ten 
Derivaten durch Reduktion, z.B. mit NaBH 4 in Methanol 
erhaltlich. Sind dabei 3-OH und/oder 7-OH reversibel 
geschutzt, so konnen nach Acylierung oder Alkylierung und 
Entfernen der Schutzgruppen 5-0-monosubst i tui er te , 3,5- oder 
5 , 7-0-di substi tui erte Derivate der allgemeinen Formel 2 
erhal ten werden . 

Umsetzungen von Epothilon A und B mit bi f unkt i one! 1 en 

el ektrophi 1 en Reagenzien, wie (Thio) Phosgen , 

(Thio)Carbonyldimidazol , Thionyl chlorid oder 

Di al kyl si 1 yldi chlori den bzw. -bi s t r i f 1 aten ergeben 

Verbindungen der allgemeinen Formel 3. Als Hilfsbasen dienen 

dabei Pyridin, Tr i al kyl ami ne , ggf. zusammen mit DMAP bzw. 

2,6-Lutidin in einem ni chtprot i schen Losungsmi t tel . Die 3,7- 

Acetale der allgemeinen Formel 3 entstehen durch 

Umacetal i si erung z.B. von Dimethylacetalen in Gegenwart eines 

sauren Katal ysators . 

Verbindungen gemaS der allgemeinen Formel 4 werden aus 
Epothilon A und B oder ihren 3-0- und/oder 7-0-geschutzten 
Derivaten durch Ozonolyse und reduktive Auf arbei tung f z.B. 
mit Dimethyl sul fid , erhalten. Die C-16-Ketone konnen 
anschlieQend nach dem Fachmann gelaufigen Standardverf ahren 
in Oxime, Hydrazone oder Semi carbazone umgewandel t werden. 
Sie werden weiterhin durch Wittig-, Wi t t i g-Horner- , Julia- 
oder Petersen-Olef inierung in C-1 6/C-1 7-01 ef i ne uberfuhrt. 
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Durch Reduktion der C-1 6-Ketogruppe , z.B. mi t einem 
Aluminium- oder Borhydrid, sind die 1 6-Hydroxyder i vate gemaQ 
der allgemeinen Formel 5 erhaltlich. Diese konnen, wenn 3-OH 
und 7-OH mi t entsprechenden Schutzgruppen versehen sind, 
selektiv acyliert oder alkyliert werden. Die Freisetzung der 
3-OH- und 7-0H ; -Gruppen erfolgt z.B. bei O-Formyl durch 
NH 3/MeOH , bei O-p-Methoxybenzyl durch DDQ. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel 6 werden aus 
Derivaten von Epothilon A und B erhalten, bei denen die 7-OH- 
Gruppe durch Acyl- oder Ethergruppen geschutzt ist, in dem 
die 3-OH-Gruppe z.B. formyliert, mesyliert oder tosyliert und 
anschlieGend durch Behandlung mi t einer Base z.B. DBU 
eliminiert wird. Die 7-OH-Gruppe kann wie oben beschrieben 
f rei gesetzt werden . 

Verbindungen der allgemeinen Formel 7 werden aus Epothilon A 
und B oder deren 3-OH- und 7-OH-geschutzten Derivaten durch 
basische Hydrolyse erhalten, z.B. mi t NaOH in MeOH. Die 
Carboxyl gruppe kann mit Diazoalkanen nach Schutz der 19-0H- 
Gruppe durch Alkylierung in Ester umgewandelt werden. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel fur den Pf 1 anzenschutz 
in Landwi rtschaf t , Forstwi r tschaf t und/oder Gartenbau, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Epothi londeri vate bzw. bestehend aus einem oder mehreren der 
vorstehend aufgefuhrten Epothi londeri vate neben einem oder 
mehreren ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmi ttel (n) . 

SchlieQlich betrifft die Erfindung therapeuti sche Mittel, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Verbindungen oder einer oder mehreren der vorstehend 
aufgefuhrten Verbindungen neben einem oder mehreren ublichen 
Trager(n) und/oder Verdunnungsmi ttel (n) . Diese Mittel konnen 
insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln und/oder 
Immunsuppressi on bewirken, so daS sie besonders bevorzugt als 
Cytostatika verwendbar sind. 



Die Erfindung wi rd im folgenden durch die Beschreibung von 
einigen ausgewahlten Ausf uhrungsbei spi el en naher erlautert 
und beschrieben. 

Beispiele 

Ve r b i ndung la : 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon A werden in 1 ml Aceton gelost, mit 
50 yl (0.649 mmol) Trif luoressigsaure versetzt und uber Nacht 
bei 50 °C geruhrt.Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 
1 M Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natrium-sulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chromatographie (Laufmittel : Dichlormethan/Aceton, 85 : 
15). Ausbeute: 4 mg (19 % ) Isomer I 
4 mg (19 % ) Isomer II 



Isomer I 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) : 0.46 

IR (Film) : V = 3440 (m, .b, Sch) , 2946 (s, Sch) , 1734 

(vs), 1686 (m), 1456 (m) , 1375 (w) , 1256 
(s, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (m, 
Sch), 884 (w) , 735 (w) cm" 1 . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (43 [M-H 2 0] + ), 394 (47), 306 

(32), 206 (30), 181 (40), 166 
(72) , 139 (100) , 113 (19) , 71 
(19) , 57 (24) , 43 (24) . 



Hochauf losuna: C 26 H 39 0 6 NS ber. : 493.2498 fur [M-H 2 0]* 

gef.: 493.2478 
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Isomer II 



R. (Dichlormethan/Aceton, 85 : 



15J_: 



0.22 



IR (Film) : 



S> = 3484 (s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs), 1570 (w) , 1456 (m) , 1380 (m) , 1265 



(s), 1190 (w), 1069 (m) , 975 (w) , cm' 



-l 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (21 [M-H 2 0]*), 394 (12), 306 



Verbindung lb: 

5 5 mg (0.111 mmol) Epothilon A werden in 0.5 ml 
Tetrahydrofuran gelost, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 
3 0 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Anschliefcend wird mit 1 
N Phos-phatpuf f er pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, iiber 
Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Methanol, 90 : 10) . Ausbeute: 19 mg (32 %) 

R, (Dichlormethan/Methanol, 90 : 10) : 0.46 

IR (Film) : 9 = 3441 (s, br, Sch), 2948 (s, Sch), 1725 

(vs, Sch), 1462 (m) , 1381 (w) . 1265 (m) , 

1154 (w) , 972 (m, br, Sch) cm" 1 . 

UV (Methanol) : (lg e) = 210 (4.29), 248 (4.11) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 529 (13 [M*] ) , 494 (10), 342 (38), 

306 (23), 194 (32), 164 (100), 140 



(46), 206 (37), 181 (63), 166 (99), 
139 (100), 113 (21), 71 (23), 57 
(33) , 43 (28) . 



Hochauf losuna : C 26 H 39 0 6 NS 



ber.: 493.2498 fur [M-H 2 0]* 
gef.: 493.2475 



(31), 113 (15), 57 (16). 



Hochauf losuna : 



C 26 H 40 0 6 C1NS ber.: 529.2265 fur [M*] , 
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gef.: 529.2280 

Verbindung lc: 

25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor-13-hydroxy-epothilon A (lb) werden 
in 1 ml Dichlormethan gelost, mit 29 mg (0.235 mmol) Dimethyl - 
aminopyridin, 151 ul (1.081 mmol) Triethylamin und 20 ul 
(0.517 mmol) 98 %-iger Ameisensaure versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird mit Eis/Natriumchlorid abgekiihlt. Nach Erreichen 
von - 15 °C werden dem Reaktionsgemisch 40 yl (0.423 mmol) 
Essigsaureanhydrid zugegeben und 70 Minuten bei - 15 °c 
geriihrt. Nach dem ein Dunnschichtchromatogramm keinen voll- 
standigen Umsatz anzeigt, werden dem Reaktionsgemisch weitere 
6 mg (0.047 mmol) Di-methylaminopyridin, 7 ul (0.047 mmol) 
Triethylamin, 2 ul 98 %-ige Ameisensaure (0.047 mmol) und 4 yl 
(0.047 mmol) Essigsaureanhydrid zugesetzt und 60 Minuten 
gertihrt . 

Zur Aufarbeitung wird das. Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur 
erwarmt, mit 1 M Phosphatpuf f er pH 7 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, uber Natriumsulf at getrocknet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Aceton, 90 : 10) . 

Ausbeute lc: 5 mg (18 %) 



Verbindung lc: 



R« (Dichlormethan/Aceton. 90 : 10) : 0.67 

IR (Film) : V = 3497 (w, b, Sch) , 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs), 1468 (m, b, Sch), 1379 (m) , 1265 
(s), 1253 (s), 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch), 737 (s) cm" 1 . 

MS (20/70 eV): m/e (%) = 613 (9 [M*] ) , 567 (43), 472 (63), 

382 (23) , 352 (21) , 164 (100) , 
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151 (33), 96 (31), 69 (17), 44 
(26). 

Hoohauf losuna: C 29 H 40 O 9 NSCl ber. : 613.2112 fur [M*] 

gef . : 613.2131 



Verbindung Id: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon B werden in 0.5 ml Tetrahydro- 
furan gelost, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 30 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuffer pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, liber 
Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chromatographie (Laufmittel : Dichlormethan/Aceton, 85 
: 15) . 

Ausbeute: 1 mg (9 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15): 0.3 8 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 543 (3 [M*] ) , 507 (14), 320 (19), 

234 (9), 194 (17), 182 (23), 164 
(100), 140 (22), 113 (14), 71 
(13) . 

Hochauf losuna: C 27 H 42 0 6 NSC1 ber.: 543.2421 fur [M + ] 

gef.: 543.2405 



Verbindung 2a: 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 ml Tetrahydro- 
furan/1 M Phosphatpuf f er pH 7 (1 : 1) gelost und solange mit 
Natrium-borhydrid (150 mg s 3.965 mmol) versetzt bis das Edukt 
laut Dunn-schichtchromatogramm vollstandig abreagiert ist. ■ 
AnschlieSend wird mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 verdunnt und die 
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wa&rige Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter 
Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Natriuinsulf at getrocknet 
und vom Losungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Kieselchromato- 
graphie (Laufmittel-: Dichlormethan/Aceton, 95 : 5 - grad - 
nach Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) . 

Ausbeute: (20 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 75 : 25) : 0.27 

IR (Film) : v = 3413 (s, b, Sch) , 2965 (vs, Sch), 1734 

(vs), 1458 (m, b, Sch), 1383 (m, Sch), 

1264 (s, b, Sch), 1184 <m, b, Sch), 1059 

(s, Sch), 966 (s), 885 (w) , 737 (m) cm" 
i 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 495 (6 [*f] ) , 477 (8), 452 (12), 

394 (9) , 364- (16) , 306 (49) , 194 
(19), 178 (35), 164 (100), 140 
(40) , 83 (21) , 55 (27) . 

Hochauf losuncr: C 26 H 41 0 6 NS ber. : 495.2655 fur [*T] 

gef . : 495.2623 



Verbindung 3a-d (a-d sind Stereoisomers) : 

100 mg (0.203 mmol) Epothi Ion werden in 3 ml Pyridin gelost, 
mit 50 ]il (0.686 mmol) Thionylchlorid versetzt und 15 Minuten 
bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefiend wird mit 1 M Phos- 
phatpuffer pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes und Trennung der vier Stereo- 
isomeren 3a-d erfolgt mit Hilfe der praparativen Schicht- 
chromatographie (Laufmittel: Toluol /Methanol , 90 : 10) . 
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Verbindung 3a: 

Ausbeute: 4 mg (12 %) 

R. (Tolu ol /Methanol. 90 : 10)- 0.50 

IR (F ilm) : v = 2961 (m, b, Sch), 1742 (vs), 1701 (vs) , 

1465 (m, Sch), 1389 (m, Sch), 1238 (s, 

Sch), 1210 (vs, Sch), 1011 (s, Sch), 957 

(s, b, Sch), 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) cnf 
1 

dg 6) = 210 (4.50), 248 (4.35) ran. 

m/e (%) = 539 (40 [M*] ) , 457 (22), 362 (16), 
316 (27), 222 (30), 178 (30), 164 
(100), 151 (43), 96 (38), 69 (29), 
55 (28) , 43 (20) . 

C 26 H 37 0 7 NS 2 ber.: 539.2011 fur [M*] 



UV (Methanol) : 
MS (20/70 eV) • 

Hochauf losuna : 



Verbindung 3b: 

Ausbeute: 14 mg (13 %) 

R« (Toluol/Methanol. 90 : 10)- 0 . 44 

IR (Film) : ? = 2963 (s, br, Sch), 1740 (vs) , 1703 (s) , 

1510 (w), 1464 (m, br, Sch), 1389 (m, Sch), 

1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 (w) , 1037 

(w) , 1003 (m), 945 (s, br, Sch), 806 (m, 

Sch), 775 (s), 737 (m) cm" 1 . 

UV (Methanol) : (lg e) = 211 (4.16), 250 (4.08) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (27 [M*] ) , 475 (17), 322 (41), 

306 (67), 222 (16), 206 (17), 194 
(19), 178 (32), 164 (100), 151 
(33), 125 (18), 113 (15), 96 
(39), 81 (23), 64 (58), 57 (42), 
41 (19) . 



Hochauf losuna : 



C 26 H 37 0 7 NS 2 



ber. : 539.2011 fur [M*] 
gef.: 539.1998 
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Verbindung 3c: 

Ausbeute: 4 mg (4 %) 

R, (Toluol /Methanol. 90 : 10): 
MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 

22-2 (36), 178 
(25), 81 (20), 



0.38 

(51 [M*] ) , 322 (22) , 306 (53) , 
(31), 164 (100), 151 (41), 96 
69 (26) , 55 (25) , 41 (25) . 



Hochauflosuna: C 26 H 37 0 7 NS 2 ber. : 539.2011 fur [M*] 

gef.: 539.2001 



Verbindung 3d: 

Ausbeute: 1 mg (1 %) 

R f (Toluol /Methanol. 90 : 10): 0.33 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (69 [M*] ) , 322 (35), 306 (51), 

222 (41), 178 (31), 164 (100), 151 
(46), 96 (31), 81 (26), 69 (34)., 
55 (33) , 41 (35) . 

Hochauf losunq: C 26 H 37 0 7 NS 2 ber.: 539.2011 fur [M*] 

gef.: 539.1997 



Verbindung 4a: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon A werden in 2 ml Dichlormethan 
gelost, auf -70 °C abgekiihlt und anschliefiend 5 Minuten mit 
Ozon bis zur schwachen Blaufarbung behandelt. Das resultieren- 
de Reaktionsgemisch wird anschliefiend mit 0.5 ml Dimethylsul- 
fid versetzt und auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung 
wird das Reaktionsgemisch vom Losungsmittel befreit und 
schlieSlich durch praparative Schichtchromatographie (Lauf- 
mittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5) gereinigt. 

Ausbeute: 5 mg (64 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5): 0 . 61 

IR (Film) : V = 3468 (s, br, Sen) , 2947 (s, br, Sch) , 

1734 (vs, Sch), 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
(w) , 1157 (w) , 1080 (w) , 982 (w) cm" 1 . 
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UV (Methanol) : (lg €) = 202 (3.53) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 398 (2 [M*] ) , 380 (4), 267 (14), 

249 (17), 211 (20), 193 (26), 171 
(34) , 139 (34) , 111 (40) 96 
(100) , 71 (48) , 43 (50) . 

Kochauf losuna: C 21 H 34 0 7 ber. : 398.2305 fur [M*] 

gef . : 398.2295 



Verbindung 6a: 

10 mg (0.018 mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A werden in 1 ml 
Di-chlormethan gelost, mit 27 ul (0.180 mmol) 1 , 8-Diazabicy- 
clo [5 . 4 . 0]undec-7-en (DBU) versetzt und 60 Minuten bei Raum- 
temperatur gertihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puf f er pH"4.5 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, iiber Natriumsulf at getrocknet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Nach Beseitigung des Losungsmittel wird das resultierende 
Rohprodukt in 1 ml Methanol gelost, mit 200 ul einer ammoniak- 
alischen Methanol losung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und 
iiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Zur Aufarbeitung wird 
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 4 mg (22 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) : 0.46 

IR (Film) : V = 3445 (w, br, Sch) , 2950 (vs, br, Sch) , 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 
1370 (m, Sch), 1267 (s, br, Sch), 1179 
(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 
cm" 1 . 



UV (Methanol) 



e > = 210 (4.16) nm. 
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MS (20/70 eV) : m/e (%) = 475 (28 [M~] ) , 380 (21), 322 (37), 

318 (40), 304 (66), 178 (31), 166- 
(100), 151 (29), 140 (19), 96 
(38) , 81 (20) , 57 (26) . 

Hochauflosuncr: C 26 H 37 0 5 NS ber. : 475.2392 fur [M*] 

gef . : 475.2384 



Verbindung 6b: 

50 mg (0.091 mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A (werden in 1 ml 
Dichlorethan gelost, mit 2 ml (0.013 mol) 1 , 8-Diazabicyclo 
[5 .4.0]undec-7-en (DBU) versetzt und 12 Stunden bei 90 °C 
geriihrt . 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat- Puffer pH 4 . 5 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, iiber Natriumsulf at getrocknet und vom 
Losungsmittel befreit. 

Die Reinigung des aus zwei Verbindungen bestehenden 
Rohproduktes erfolgt mittels praparativer 

Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 90 : 
10). 

Ausbeute : 7 mg (15 %) 

Substanzcode 

R f (Dichlormethan/Aceton, 90 : 10) : 0 . 62 

IR (Film) : V = 2951 (m, br, Sch) , 1723 (vs), 1644 (w, 

br, Sch), 1468 (w) , 1377 (w) , 1271 (m, 
br, Sch) , 1179 (s) , 987 (m, br, Sch) , 
735 (w, br, Sch) cm" 1 . 

UV (Methanol) : (lg e) = 210 (4.44) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 503 (68 [M*] ) , 408 (58), 390 (32), 

334 (25), 316 (34), 220 (21), 206 
(27), 194 (20), 181 (33), 164 
(100), 151 (34), 139 (28), 113 
(20), 96 (82), 81 (33), 67 (24), 
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55 (26) , 43 (22) . 

Hochauflosuncr: C 27 H 37 0 6 NS ber. : 503.2342 fur [M*] 

gef . : 503 .2303 



Verbindung 6c: 

5 mg (0.009 mitiol) 3 , 7-Di-O-acetyl-epothilon werden in 1 ml Me- 
thanol gelost, mit 150 pi einer ammoniakalischen 
Methanol losung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und iiber Nacht 
bei 50 °C ge-riihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol/Methanol, 90 : 10). 

Ausbeute : 3 mg (67 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 90 : 10) : 0.55 

IR (Film) : S> = 2934 (s, b, Sch), 1719 (vs, b, Sen) , 

1641 (m) , 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 
1237 (vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 
(s), 963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 

UV (Methanol) : (Ig e) = 210 (4.33) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 517 (57 [M*] ) , 422 (58), 318 

(31) , 194 (20), 181 (34), 166 
(100), 151 (31), 96 (96), 81 

(32) , 69 (27), 55 (29), 43 (69). 

Hochauf losuna : C 28 H 39 0 6 NS ber.: 517.2498 fur [M*] 

gef.: 517.2492 



Verbindung 7a: 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon werden in 0.5 ml Methanol gelost, 
mit 0.5 ml 1 N Natronlauge versetzt und 5 Minuten bei Raum- 
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temperatur geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M 
Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die waSrige- Phase viermal mit 
Ethylacetat ex-trahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol, 85 : 15). 

Ausbeute: 11 mg (52 %) 

R f (Dichlormethan/Methanol , 85 : 15): 0.92 

IR (Film) : V = 3438 (s,. br, Sch), 2971 (vs, br, Sch), 

1703 (vs), 1507 (m), 1460 (s, Sch), 1383 
(m, Sch), 1254 (w) , 1190 (w, br, Sch), 
1011 (w, br, Sch), 866 (w, br) , 729 (s) 
cm" 1 , 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 423 (0.1 [M*] ) , 323 (4), 168 (89), 

140 (100) , 85 (31) , 57 (67) . 

Hochauflosuna: C 23 H 37 0 4 NS ber. : 423.2443 fur [M*] 

gef . : 423 .2410 



Verbindung 7b: 

5 mg (0.009 mmol) 7-O-Acetyl-epothilon werden in 1 ml Methanol 
gelost, mit 200 \il einer ammoniakalischen Methanol losung (2 
mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und zwei Tage bei 50 °C geruhrt. 
Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol/Methanol, 90 : 10). 

Ausbeute: 3 mg (59 %) 

R f (Dichlormethan/Methanol, 90 : 10): 0 . 63 



IR (Film) : 



? = 3441 (m, b, Sch), 2946 (s, Sch), 1732 

(vs), 1600 (w) , 1451 (m) , 1375 (m) , 1246 
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(s, b, Sch) , 1013 (m, b, Sch) cm" 1 . 

UV (Methanol ) ■ (lg €) = 211 (3.75), 247 (3.59) run. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 567 (1 [M*] ) , 465 (4), 422 (7), 

388 (5), 194 (5), 182 (7), 168 

(65), 164 (17), 140 (100), 97 
(10), 71 (22), 43 (27). 



Hochauf losuna: 



C 29 H 4S 0 8 NS ber.: 567.2866 fur [M*] 
gef.: 567.2849 



1 



1 
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Patentanspruche 

1. Epothi londeri vat der Forme! 1 



24 




26 



wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; R 1 , R 2 = H, Ci- bis Cs-Alkyl, 
Ci- bis C6-Acy1-Benzoyl , Ci- bis C 4-Tri al kyl si 1 yl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Cs-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tui ertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt, und X und Y 
entweder gleich oder verschieden sind und jeweils fur 
Halogen, OH, 0-(Ci- bis Ce)-Acyl , 0-(Ci- bis C6)-Alkyl, 0- 
Benzoyl stehen. 

2. Epothi londeri vat der Forme! 2 




wobei R = H, Ci- bis C*-Alkyl; R 1 , R2, R 3 = H, Ci- bis Ce- 
Alkyl, Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C 4-Tri al kyl si 1 y 1 , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis C6-Alkoxy- ( C6-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubst i tui er tes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 

3. Epothi londeri vat der Formel 3 
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wobei R = H, Ci- bis C4-A1kyl; ri, R2 = H> Ci- bis Ce-Alkyl, - 
Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Tria.lkylsi 1 yl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acy.lgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X allgemein 
fur -C(0)-, -C(S)-, -S(0)- f -CR1R2- und -SiR 2 - steht, wobei 
R, R 1 und R 2 die Bedeutung hat wie oben angegeben. 

4. Epothi londeri vat der Formel 4 



wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; ri, R2 = H , Ci- bis Ce-Alkyl, 
Ci- bis Ce-Acyl-Benzoyl , Ci- bis C 4-Tr i al kyl si 1 yl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, X Sauerstoff, 
NOR 3 , N-NR 4 R5 ( und N-NHCONR 4 R 5 bedeutet, wobei die Reste R 3 
bis R 5 die oben angegebene Bedeutung haben. 

5. Epothi londeri vat der Formel 5 




4 




5 



r 
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wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; R 1 , R 2 = H, Ci- bis Cs-Alkyl, 
Ci- bis C 6-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Tria.lky.lsi lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Cs-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tui ertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X Wasserstoff, 
Ci- bis Cis-Alkyl, Ci- bis Cis-Acyl, Benzyl, Benzoyl und 
Cinnamoyl bedeutet . 



6. Epothi londeri vat der Forme! 6 




wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl und R 1 = H f Ci- bis Cs-Alkyl, 
Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Trial kylsi lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bi s C e-Al koxy- , Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl ist, und es sich bei 
den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 



7. Epothi londeri vat der Forme! 7 




wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl und R 1 , R2 = h, Ci- bis Ce- 
Alkyl, Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C 4-Tr i al kyl si 1 yl , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubst i tui ertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 

8. Mittel fur den Pf 1 anzenschutz in der Landwi r tschaf t und 
Forstwi rtschaf t und/oder im Gartenbau, bestehend aus einem 
oder mehreren der Verbindungen gemaQ einem der vorangehenden 
Anspruche oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben 
einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmi ttel (n) . 

9. Therapeuti sches Mittel, insbesondere zum Einsatz als 
Cytostati kum, bestehend aus einer oder mehrerer der 
Verbindungen nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 
oder einer oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 7 neben einem oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmi ttel (n) . 
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Zusammenf assung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilonderivate und 
deren Verwendung. 
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November 17, 1995/pl 

Our reference: 7865 



EPOTHELONE DERIVATIVES AND THEIR USE 

The present invention concerns general epothilone derivatives and their use for the prodnc- 
tion of drugs. Especially, the present invention is concerned with the preparation of 
epothilone derivatives according to the general Formulas 1 to 7 given below, as well as with 
their use for the production of therapeutic agents and agents for plant protection- 
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In the above Formulas 1 to 7, the symbols have the following meanings: 

R = H, C M -alkyl; 

R 1 . R 2 , R 3 , R 4 , R 5 = H, C^aUcyl, 

C^acyl-benzoyl, 

Ci^-trialkylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C^alkoxy-, 

Q-alkyl-, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
also, two of the groups R 1 to R 5 may be combined to form the grouping -(CH£ n - with n = 1 
to 6 and the alkyl or acyl groups contained in the groups are either straight-chain or branched 
groups. 

In Formula 1, X and Y are either identical or different and can stand for halogens, OH, O- 
(C^-acyl, 0-(C,>alkyl, O-benzoyl. 

In Formula 3, X generally stands for -C(0)-, -C(S)-, -S(O)-, -CR'R 2 -, where R l and R 2 have 
the meaning given above and -SiR r> where R has the meaning given above. 

In Formula 4, X stands for oxygen. NOR 3 , N-NR 4 R 5 , and N-NHCONR 4 R 5 , where the 
groups R 3 to R s have the meaning given above. 

In Formula 5. X stands for hydrogen, Cng-alkyl, C,. ir acyl, benzyl, benzoyl and cirniamoyl. 

Compounds according to general Formula 1 are accessible starting from epothilone A and B, 
as well as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by opening the 12,13-epoxide. 
When hydrogen halides are used for this purpose in a preferred nonaqueous solvent, the 
halohydrins X = Hal, Y = OH and Y = OH, Y = Hal are obtained. Protonic acids, for 
example, toluenesulfonic acid and trifluoroaceuc acid, lead to 12,13-diols in the presence of 
water and then these are acylated subsequently according to standard methods (for example, 
with carboxylic acid anhydrides and pyridine or triethylamine/DMAP) or are alkylated (alkyl 
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halides and silver oxide). For this purpose, the 3- and 7-hydroxy groups can be protected 
temporarily as the formate (cleaved with NH^MeOH) or p-methoxy benzyl ether (cleaved 
with DDQ). 

Compounds according to general Formula 2 are obtainable from epothilone A and B as well 
as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by reduction, for example, with NaBH* 
in methanol. If the 3 -OH and/or 7-OH groups are protected reversibly during this process, 
after acylation or alkyiation, and removal of the protecting groups, 5-O-monosubstimtBd, 3,5- 
or 5 ,7-O-disubstituted derivatives according to general Formula 2 can be obtained. 

Reactions of epothilone A and B with bifunctional electrophilic reagents, such as (tbio)phos- 
gene, (thio)carbonyldimidazole [sic], thionyl chloride or dialkylsilyl dichlorides or bistrifJates 
give compounds having general Formula 3. The bases used as aids here can be pyridine, 
trialkylamine. optionally together with DMAP or 2,6-lutidine in an aprotic solvent. The 3,7- 
acetals having general Formula 3 are formed by txansacetalization, for example, of dimethyl- 
acetals, in the presence of an acidic catalyst. 

Compounds according to general Formula 4, obtained from epothilone A and B or from 
their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by ozonolysis and reductive processing, for 
example, with dimethyl sulfide. The C-16 ketones can then be converted to the oximes, 
hydrazones or semicarbazones according to standard methods known to the expert in the 
field. Furthermore, they are converted into C-16/C-17 olefins by the Whtig, Wittig-Horner, 
Julia or Petersen olefination method. 

The 16-hydroxy derivatives according to general Formula 5 are obtainable by reduction of 
the C-16 keto group, for example, with aluminum hydride or borohydride. When the 3-OH 
and 7-OH groups are protected correspondingly, they can be acylated or alkylated selective- 
ly. The liberation of the 3-OH- and 7-OH groups is done, for example, with NH 3 /MeOH in 
the case of O-fonnyl and with DDQ in the case of O-p-methoxybenzyl. 

The compounds having general Formula 6 are obtained from derivatives of epothilone A and 
B in which the 7-OH group is protected by acyl or ether groups, in which the 3-OH group 
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is, for example, fonnylated, mesylated or tosylated and then eliminated by treatment with a 
base, for example, DBU. The 7-OH group can be liberated as described above. 

Compounds having general Formula 7 are obtained from epothilone A and B or from their 
3-OH- and 7-OH-protected derivatives by basic hydrolysis, for example, with NaOH in 
MeOH. After protection of the 19-OH group, the carboxyl group can be converted to the 
ester by alkylation with diazoalkanes> 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or several of the epothilone derivatives described 
above or consisting of one or several of the epothilone derivatives described above in 
addition to one or several of the usual carriers) and/or diluent(s). 

Finally, the invention is concerned with therapeutic agents, consisting of one or several of 
the compounds listed above or of one or several of the compounds listed above in addition to 
one or several of the usual carriers) and/or dihient(s). These agents can exhibit especially 
cytotoxic activities and/or cause immune suppression, so that they can especially preferably 
be used as cytostatic agents. 

The invention is explained further and described by the description of a few selected practical 
examples. 

Examples 

Translator's note: In the infrared spectra in the examples, the general English abbrevi- 
ations are used, s, m, w, vs, b 9 etc., except for Sch = shoulder and ny = v (nu) 
Also, the abbreviation lg stands for log. 
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Compound la 

20 mg (0.041 mmole) of epothilone A is dissolved in 1 mL of acetone, with 50 j*L (0.649 
mmole) of trifluoroacetic acid is added and the mixture is stirred overnight at 50°C. For 
work-up, the reaction mixture is treated with 1 M pH 7 phosphate buffer and die aqueous 
phase is extracted four times with ethyl acetate. The ennifrfapd organic phases are washed 
with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of me crude product is done with the aid of preparative layer- 
chromatography (solvent: dicbloromethane/acetone, 85:15). 

Yield: 4 mg (19%) isomer I 
4 mg (19%) isomer n 

Isomer I 

H rdichloroip wh^tet^?. ftftlfl' 0.46 

IR (Film) ; v s 3440 <ai bV/tSch), 2946 (a, Sch) , 1734 

(vs)/ 1686 (|fc, .1456 (ro) . 1375 (w) , 1256 
, (3, Sch), 1190 (w. b. Sch), 1071 (m, 
Sch ) t(r ,884 , . (v\ >t 735 ( w) cm' 1 . 

MS (20/70 'eVI r m/e' (%) ^^f«$3 -i (if i [M^H,Or ) , 394 (47), 306 

. (32)> ;206 (30) , 181 (40), 166 
^••'(:72.# : ^9 . (*0Q) , 113 (19). 71 
- (^9);/^S7 (24.)^ 43. (24). 

Hiph resolution: QJH^O^S calculated: 493 2498 for [M-I^O]* 

found: 493.2478 
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Isomer n 

R, fdicMoromprti^flyyT"^, fi<'|<>- 0.22 

(Fi l m) i . v = 3484 (s, b. f , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs), 157pi : ty^ l4S6^ia) f 1380 (m), 1265 
(■), i^oi^^OSaifm), 975 (w) , cm" 1 . 

MS (2vV79 J?) ■ m/e (%) =» ' 493^(3 titCM-HjO]') , 394 (12), 306 

'! t*V't lsi 166 (99), 

13J aiSj};, U3 (21), 71 (23), 57 
(33)> ;4$- (28). 

Hieh resolution: C^O^S calculated: 493.2498 for [M-H 2 0r 

found: 493.2475 

Compound lb 

^othilone A, 55 mg (0.111 mmole), is dissolved in 0.5 mL of tetrahydrofuran, 0.5 mL of 1 
N hydrochloric acid is added and the mixture is stirred for 30 minutes at room temperature. 
Then 1 N phosphate buffer of pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four times 
with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium chloride 
solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of the crude 
product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: dichloro- 
methanp./mrJharinl, 90:10). 

Yield lc: 19mg(32%). 
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ILfdichlom methatw/mgrtiafinl, 00- 1ft) ■ 0.46 : . 

IR fPilm^ ? = 3441 (a, br,-Sch), 2948 (s, Sen.) , 1725 

(vs, :sch)i J|l62 (m), 1381 (w) , 126S (in). 
. 1154 fe^^:^iai^,.iScb) cm 1 . 

W (Methanol)'?.. O (lg:igi:.*;i^!f(i.2^-;'' 248. :{4.11J nm. 

MS 1 20/70 .«»viv ( n/e •.«..V^2^^^KMt-r-)*fc 494 (10), 342 (38), 

/IQ.^^i, 194; (32*, 164 (100), 140 
131} , &13 (15) , 57 (16) . 

Hifrh ranii^- C^HaoOfiClNS calculated: 529.2265 for [M + L 

found; 529.2280 

Compound lc 

12-CMoro-13-hyriroxy-epotlulone A (lb), 25. mg (0,047 mmole), is dissolved in 1 mL of 
dichloromethane, and then 29 mg (0.235 mmole) pif dime%laminopyridme, 151 ixL (1.081 
mmole) of triethylamine and 20 uL (0.517 mmole) of 98% fonnic acid are added. The 
reaction mixture is cooled with ice/sodium chloride. After reaching -15 "C, 40 fjL (0.423 
mmole) of acetic anhydride is added to the reaction mixture, followed by stirring for 70 
minutes at -15 °C. Since the thin-layer chromatogram did not show complete conversion, 
another 6 mg (0.047 mmole) of dimemylaminopyridine, 7 jiL (0.047 mmole) of triethyl- 
amine, 2 mL of 98% formic acid (0.047 mmole) and 4 jiL (0.047 mmole) of acetic anhydride 
are added to the reaction mixture, followed by stirring for 60 minutes. 

For work-up, the reaction mixture is heated to room temperature, 1 M phosphate buffer with 
pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The 
combined organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over 
sodium sulfate and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: ajcUoromethane/acetone, 90c 10). 
Yield: 5 mg (18%). 

10 . 
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Compound lc 

ILrDichloromi^thaK/fl^i^, <*}-](})• 0.67 

v «= 3497 (w^fei Sdii, 2940 (s, b, Sch), 1725 
(vs), ii6§ ; impib;- Sch), 1379 (m) , 1265 
(s) , 12is jts) ;: : li7S\ (vs) , 972 (m, b, 
• Sch) ... 7p \i\ 'M*. : 

m/e (%) = 6i3 : (9 ! ; ; [M*J), 567 (43), 472 (63), 
382 (23>v 352 (21), 164 (100), 

isi.:(33'i> 96 (31), 69 (17), 44 

'■^e).:*.r : : .j. ■ -f: ;-; ■■■ 

Hiefa resolution: (^ANSCl calculation: 613.2112 for [M + ] 

found: 613.2131 

Compound Id 

10 mg (0.020 mxnole) of epothilone B is dissolved in 0.5 mL of tetxahydrofuran, then 0.S 
mL of 1 N hydrochloric acid is added and the mixture stirred for 30 mwmtpg at room 
temperature. Then 1 M phosphate buffer at pH 7 is added and the aqueous phase is 
extracted 4 times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated 
sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: dichloromethane/acetone, 85:15). 
Yield: 1 mg (9%) 



TR (Film); 



MS (20/70 *V\ , 
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R, fDichlom nig»hnni»/noP tone. 85:15V 0.38 ' 

MS HY)/ m/e (%) ; >43^ tS^lf] ).. 507 (14), 320 (19), 

. ^23,4^'(:3&' f 194 (17), 182 (23), 164 
(100)^:140 (22); 113 (14), 71 
(13) .1 

1 - 

High respfotioq: CzflaOJiSCl calculated: 543.2421 for [M + ] 

found: 543.2405 

Compound 2a 

Epothilone A, 100 mg (0.203 mmole), is dissolved in 4 mt of tetrahyarofuran/1 M phos- 
phate butler. pH 7 (1:1) and sodium borahydride (150 mg = 3.965 mmole) is added until 
toe thin-layer chromatogram shows that the starting material reacted completely. Then the 
mixture is diluted with 1 M phosphate buffer, pH 7 and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done by silica gel chromatography (solvent: 
dicMoromethane/acetone, 95:5 - in 5 steps to dicMorjomethane/acetone, 85:15). 
Yield: (20%) > 
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ILrDichlorom^nf/^^ 7S-9fl. 0.27 i 

IR (Pilm)rf : ^ •' v » 3413"fs;i>_b;i^b) 4 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs), ? 1458^ (ft? b, Sch), i383 (m, Sch), 
1264 CsV bV ^'cb). 1184 (m, b r .Sch) , 1059 
(*> SeijiyTSfifrfs); 885 (w), 737 (m) caf 

MS (3Q/70 ey) : m/e (%) = J 495 ) , ! 477 (8), 452 (12), 

3M;^: :364: (16) ,. 306 (49), 194 
.(i9)V:'$78 (351, 164 (100), 140 
■f*QK ? #' Catll «. 55. (27). 

High resnhitinTv CjAANS calculated:: 405.2655 for [M + ] 

found: 495.2623 

Compoond 3a-d (a-d are stereoisomers) 

Epothilone. 100 mg (0.203 mmole) is dissolved in 3 mL of pyridine, with 50 fiL (0.686 
mmole) of thionyl chloride added and the mixture is' stirred for 15 minutes at room tempera- 
ture. Them 1 M phosphate buffer, pH 7, is added and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of 
the crude product and separation of the four stereoisomers 3a-d is done with the aid of 
preparative layer chromatography (solvent: toluene/methanol, 90:10). 

Compound 3a 

Yield : 4mg(1256) 
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Rf ftoluene/m ethaTinl, on- 1ft )- 0.50 

tr (gi3,m l r 9 = 2961 (m; ; $;.f5^^ 1742 (vs), 1701 (vs) , 

1465 (m, 'Sebf.i ' ^89 (m. Seh) , 123 B (s, 
Sch), 1210. (vs/lsch), 1011 (s, Sch), 957 
(s, b, Sch) , s *6& ( jm, Sch) , 768 (s, Sch) em" 

T7V fMftghanoll! L (lg e) = 210 (4.50), 248 (4.35) nm. 

MS f20/70 eV): m/e (%) = 539 (40 [M*] ) , 457 (22), 362 (16), 

316: {27} . 222 (30), 178 (30), 164 
U00)^i51 (43), 96 (38), 69 (29). 
55 {iiif 43 (20) ... 

High resolution : CasH^CNSj calculated: 539.2011 for [M + ] 

Compound 3b 

Yield : 14mg(13%) 

R, ftohiene/rnethqTml 9Q - 1QV 0.44 

tr (Film)- V = 2963 (s, br, Safe) , 1740 (vs) , 1703 (s), 

1510 (w.)[ t; i464 >.(», br, Sch). 1389 (m r Sch), 

1240. .(a, r ;]^>;,Sdfe), U42 (m) , 1076 (w) , 1037 

(w) , .1001 l(mj., ^9^5 (s : , br, , Sch) , 806 (m, 

Sch) , 775 ;(s);>; 537 (a)... em**.. 

mr ivorharin^ ^ (lg 6) ' = 2il'H>l.l6) , 250 (4.08) nm, 

MS (20/70 eV) :. . . m/e (%) = •• ; 539 ; (27 ; (MU)i 475. (17 ) . 322 (41), 

.,;30&,{|6>), 222. (16) , 206 (17) , 194 
(19)., 178 (32) , 164 (100), 151 
(33) , -125 (:1«0 , 113 (15), 96 
(39 ) frjl (23 h 64: (58), 57 (42), 
- • . : .4-I;tigi>. 

14 



ox/0//»« ua:oJ hAA 847 437 SSbU 



QUEST TECHNOLOGY 



IS 17 



DE 195 42 986.9 

Hi P h resolution: C^O^S, calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.1998 

Compound 3c 
Yield : 4mg(4%) 

R, (toluepe/m eflHmpl, ffVlOV 0.38 

MS (20/70 eVV, , ^•;.<tji'.«--^fe^^r|^ 3$2^(22) , : 306 (53), 

"I./ ". 222 .' (iWcAWi^^I'MfLUOO)'; 151 (41), 96 
(25), pa;(^^^26) : ,; .55.:(25) , 41 (25). 

High resolution: C^OJTC, calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.2001 



Compound 3d 

Yield : lmg(l%) 

W r ftnliiRjiff/tn^nftl, 0(1-10)- 0.33 



MS (20/70 «y> » 



LL _ p/e. ;(%). sl. v5M;j6^M*IiL t :322 :(35). 306 (51), 

i^^(3^ ( ; 164 (100), 151 



'.■<\V- 



::(|6^:;^$.(31:);.81 (26), 69 (34), 
: '55^f33|J:4li!(i35). 



ffiph resolution : C^Hj^NSj calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.1997 
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f {>Tni MM if Tif 4a 

Epothilone A, 10 mg (0.020 mmole), is dissolved in 2 mL of dichloromethane, cooled to 
-70 °C and then treated with ozone for 5 minutes until a weak blue coloration develops. The 
resulting reaction mixture is then treated with 0.5 mL of dimethyl sulfide and heated to room 
temperature. In the work-up, the solvent is removed from the reaction mixture and finally 
the product is purified with preparative layer chromatography (solvent: dichlororaethane/ace- 
tone/methanol, 85:10:5). 
Yield : 5 mg (64%) 

R, rDicbloroT n^flltin?/fl7?t nT 1?( 1 fn g T hfl, 1 ft i- 85:10:S> : .0.61 

9 = 3468 -is', bjr,.=;sch)., 3947 (s, . br, Sch) , 

1734 k(vs,' , sii;) ; , 1458 (w) . 1380 (w) , 1267 
(w), 1157 (wiv 1080 (w), 982 (w) cm" 1 . 

dg 6) - 20^-{3.53;) nm. 

m/e (%)=;.: 3$? ^tlTl), 380 (4), 267 (14), 

'.. jti itn. 211. (20), 193 (26), 171 
, • (3,4);;:^39 (3.4):, ni (40),. 96 
(I0p)|: 7l (48), 43 (50) . 

High resolution: CmHmO, calculated: 398.2305 for [M + ] 

found: 398.2295 

Compound 6a 

3 , 7-Di-O-fonnyl-epothilone A, 10 mg (0.018 mmole), is dissolved in 1 mL of dichlorometh- 
ane, 27 pL (0.180 mmole) of 1.8-diazabicyclo[5 .4.0]undec-7-eiifi (DBU) is added and the 
mixture stirred at room temperature for 60 mirnites. 

For work-up, the reaction mixture is treated with 1 M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5. and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with sanitated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent is removed. 

16 
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After elimination of the solvent, the resulting crude product is dissolved in 1 mL of metha- 
nol, treated with 200 jdL of ammoniacal methanol solution (2 mmole of NiymL of metha- 
nol) and stirred overnight at room temperature. For work-up, the solvent is removed in 
vacuum. 

Yield : 4mg(22%) 

R,(Dichloromethflne/ a eetnTie 0.46 

ia_LEilffiUr .. v - 3445 ^br||jgch) -2950 (vs, br, Sch) , 

""- ' : 1717 '*(vbV 1&4 : (w) , 1466 (m, Sch), 

1370 : ;(fc i: S^; 1267 (s;, *>r, Sch), 1179 
(si.! Scbii»: :9^;.{s. Sch), 860 (w), 733 (m) 
•.cm" 1 . . .- v • r: : .:' 

DV (Methanol^ ^ (lg &± : 210%4. 16). Htt. 

MS f 9.0/70 ev) ; m/e (%) = 47S^|| [ITJ).; 380 (21), 322 (37). 

. . ••: :^&8*^', 304 (66) , 178 (31), 166 
■-^aip^isi ;:(??) ,".140 (19), 96 
• ; (ieulii (20>, 57 (26). 

High resolution: C us H 37 0 5 NS calculated: '475.2392 for [M + ] 

found: 475.2384 



Compound 6b 

3 ,7-Di-O-formyl-epothilone A, 50 mg (0.091 mmole), is dissolved in 1 mL of dicbloroeth- 
ane. 2 mL (0.013 mole) of l,8-diazabicydo[5.4.0]undec-7rene (DBU) is added and the 
mixture stirred for 12 hours at 90°C. 

For work-up, the reaction mixture is treated wim 1 M sodium dihydrogen phosphate butler, 
pH 4.S, and the aqueous phase extracted; four times with ethyl acetate. The combined 



1 [Note: Ccnpoond 5 vu not mentioned in the h^tibI II jumpt fin * va 6.] 
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For work-up, the reaction mixture is treated with I M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5. and the aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent removed. 

The purification of me crude product, which consists of two compounds, is done with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: dichloromemane/acetone, 90:10). 
Yield : 7 mg (15%) 

Substance code 

tt. miphlnrnTn^W/acetone. 90:101: 0.62 

v = 2951 &^$^V?£&2*'-in) , 1644 (w, 
br. ' ^^:ii|4>*(w^;.1377'-.(w) , 1271 (m, 
br, Sc^ l ll^ (sK, >B7 tin, br, Sch) , 
735 (w, br.,- 3fih) cm*. 

(lg .e) : = 210 :l4i.44). «a. 

m/e (%) '■■ : : 503: (68; [M*H. 408 .(58), 390 (32). 

334 (25), 316- (34), 220 (21), 206 
.(27), £94 (20), 181 (33), 164 
"(Ip0),:.;i51 (34.), 139 (28), 113 
:(?0) , 5f (82), '81 (33), 67 (24), 

43 (22). 

Hieh resolution : C^ANS ■ calculated: 503.2342 for [M + ] 

found: .! 503.2303 

Compound 6c 

3.7-Di-O-acetyl-epothilone, 5 mg (0.009 mmole), is dissolved in 1 mL of methanol, 150 pL 
of an ammnniaeai methanol solution (2 mmole of N H j/mT. of methanol) is added and die 
mixture stirred overnight at 50 P C. 



* * \ 



MS /20/70 e Vl: 
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For work-up, the solvent is removed in vacuum and the crude product is purified with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: tDh^Bne/methanol, 90:10). 

YjeJd: 3 nig (67%) 

p f mi^inr^^Ptimn^a^Ti^ op-jQy 0.55 

v = 2934 ifli, : ^^eb)/ 1719 (vs. b. Sell), 

164t : %ihp$^ (mV, Sch) , 1372 (s, Sch) , 
' . I23f7- ; 1yf;i ;i i|[i5ch). .'/ : 1179 (s, Sch), 1020 
(s), -a« : (*A«ch) 737 (vs) cm" 1 . 

Km* (lg 6) 2i0;;|4.33) ;nm. 

m/e (%) = ;,5i7- ; (5.7 [if]), 422 (58), 318 
.(3li),'Jl'94 (20), 181 (34), 166 
: 0'(lb : 0')Jui51 (31),. 96 (96), 81 

•■ vi *?ft"SiPS- &ff'- 55 < 29 > ' « (69) . 

ffich resolution: QaHaANS calculated: 517.2498 for [M + ] 

found; 517.2492 

Compound 7a 

Epothilone, 20 mg (0.041 mmole). is dissolved in 0.5 mL of methanol, 0.5 mL of 1 N 
sodium hydroxide is added and the mixture stirred for 5 minutes at room temperature. 

For work-up, the reaction mixture is treated with 1 M phosphate buffer, pH 7, and the 
aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic phases are 
washed with saturated sodium chloride eaTi 1 *™^ dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of the crude product isdone with the aid of preparative layer 
chromatography. (Solvent: dichloromethaiieyinethanol, 85:15). 

Yield : 11 mg (52%) 

19 



IR (Film) 1 



(Methanol); 

MS (20/70 eVl: . 



01/07/98 08:53 FAI 847 437 9869 



QUEST TECHNOLOGY 



DE 195 42 986.9 

p f (pi^lr^Tn^p^^nl M-HV 0.92 

IB (Film)L' v * 3438 (£/ br^|-£h),j 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (^); ( JLSQ7 (m),'l460 (s, Sch) , 1383 
(in, Sdbjf; '^f'(w) : : f .-U?0 . : (w, br, Sch), 
1011 (w^ br^Sch) , i 8$6 (w, br), 729 (s) 

MS (20/70 m /e (%>; = 423: .(0.:1 ; . [IT] ) , 3.23 (4), 168 (89). 

140 (!(»>, 85 (31). 57 (67). 

High resolution: CJIjjOJiS calculated: 423.2443 for [M+J 

found: 423.2410 

Compound 7b 

5 mg (0.009 mmole) of 7-O-acetyl-epclhilane is dissolved in 1 mL of methanol, 200 pL of 
an ammoniacal methanol solution (2 mmole of NHj/mL of methanol) is added and the 
mixture is stirred for 2 days at 50°C. For work-up.. the solvent is removed in vacuum. The 
purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatography 
(solvent: toluene/methanol, 90:10). 

Yield s 3mg(59%) 

(T>ig^|^ >methane/niet ^^ on ](\y 0.63 
Ift fgiimi-" ' v = 3441 to, b," Sch). 2946 (s, Sch), 1732 

(v8)/4600 (w» / 1451 (m), 1375 (m) , 1246 

(a, b[;-Sch3;,]::il013: (ai b, Sch) cm* 1 . 

UV (Methanols Jl^ (lg e) ^211^ .75) , 247 (3.59) nm. 

MS (20/70 eVl , m/e (%) = .5;67 <*::[M*J), 465 (4), 422 (7), 

188 : (5i, 194 (5), 3-82 (7), 168 
. •(•iS5;)>'^64 (17), 140 (100), 97 
; lift) '' t r.il (22), 43 (27) . 
High resolution: CAANS calculated: 567.2866 for [M + ] 

found: 567.2849 
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Pstcnt. GUtus 
1 . Epothilone derivative having Formula 1 




20 



where R = H, C M -alkyl; R\ R 2 = H, C 14r a|kyl. A^racyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, Cu-alkoxy, CValkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
and the alkyl and acyl groups in these groups are straight-chain or branched groups and X 
and Y are either the same or different and stand for halogen, OH, 0-(CiJ-acyl, 0-(d^-alkyl 
or O-benzoyl). 



21 



01/07/98 09:53 FAX 847 437 9869 



QUEST TECHNOLOGY 



Ig24 



DE 195 42 986.9 

2. Epothilone derivative having formula. 2 




where R = H. C M -alkyl; R\ R l , R 3 = H. CWalkyl. C 1-r acyl, benzoyl, C,^trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C^alkoxy-, Q-alkyl-, hydroxy, and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straighi-chain or branched groups. 

3. Epothilone derivative according to formula 3 . ; 




where R = H, C M -alkyl; R 1 , R 7 = H, C^alkyl, C 14 -acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C^alkoxy-, Cg-alkyl-, hydroxy-, and halogen-substituted benzyl and phenyl; 

: ' 22 
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the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups and 
X stands generally for -C(OK -C(S)-, -S(0)-. -CR'R 1 - and -SiRr. where R. R 1 and R 2 have 
the meaning given above. 



4. Epothilone derivative according to formula 4 




trialkylsilyl, benzyl, phenyl, C^alkoxy-. Q-alkyl-. hydroxy- and halogen-substituted benzyl 
or phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; X stands for oxygen. NOR 3 , N-NR'R 5 . and N-NHCONR*R s . where the groups R 3 to 
R s have the tn«miwg given above. 

5. Epothilone derivative having formula 5 
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where R = H, Cu-alkyl; R\ R J = H, Ci^-alkyl, d^-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl. 
benzyl, phenyl, Ct^-alkoxy-, Cs-alkyl-, hydroxy- and hatogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straighi-chain or branched groups and 
X stands for hydrogen, C M8 -alkyl, C Mg -acyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 

6. Epothilone derivative according to formula 6 




in which R = H, C M -alkyl and R 1 = H.iC^iIi&Cu-acyl, benzoyl, C M -trialkylsilyl, 
benzyl, phenyl, C^alkoxy-, CValkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
die alkyl and acyl groups contained in these groups} foe straight-chain or branched groups. 
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in which R = H, C^-alkyl; and R l , R 2 , = H, C^-alkyl, C^acyl, benzoyl, C^-trialkyls- 
ilyl, benzyl, phenyl, C,^-alkoxy-, C^alkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or 
phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups. 

8. Means for plant protection in agriculture and forestry and/or in gardening, consisting 
of one or several of the compounds according to one of the previous Claims, or according to 
one or several of these compounds together with one or several usual carriers) and/or 
diluent (s)» 

9. Therapeutic agent, especially for use as cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of Claims 1 to 7, or one or several compounds 
according to one or several of Claims 1 to 7 together with one or several of the usual 
carriers) and/or diluent(s). 

Summary 

The present invention is concerned with epothilone derivatives and their application. 
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